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【研究の目的】
イオンは細胞膜の脂質二重層を通り抜けることはできないが、細胞膜に存在するイオ
ンチャネルにはチャネルの中心を貫く細孔があり、ここをイオンが流れることで細胞内
外のイオンの行き来を可能としている。イオンの流れが生じると生体内では電気信号が
発生する。心電図や脳波は、イオンチャネルの活動を観察している。
これまでに多くのイオンチャネル遺伝子が単離・同定され、不整脈や筋疾患、てんか
んをはじめとした多くの疾患がチャネル遺伝子の異常である事が明らかとなり、チャネ
ル病という概念が定着してきた。チャネル病の原因となるチャネル遺伝子とその変具体
の同定だけでなく、イオンチャネル自体の特性を調べることで、より深くチャネル病の
原因について理解することが可能である。
イオンチャネルには様々な種類が存在しており、それぞれのチャネルは特定のイオン
を流す。水素イオンを流すチャネルを水素イオンチャネルと呼ぶ。例えば生体内の水素
イオンチャネルは、貪食細胞に存在し、細菌を排除する際に水素イオンを供給し細菌を
殺す。
一方で、イオンチャネルには毒としての性質を持つているものが存在し、このような
チャネルは単純な構造を有する。目的の細胞膜に刺さり、チャネル中心の細孔をイオン
が流れることでイオン勾配が散逸し死に至らせる。例えば、インフルエンザウイルスは
水素イオンチャネルを有しており、チャネルが活性を示すことでウイルスが宿主細胞に
侵入できる。このようにイオンチャネルには、元々細胞膜に埋め込まれてチャネルの機
能を果たすものと、別の細胞の細胞膜に入り込み毒として作用するものがある。しかし
チャネルを貫く細孔を通して細胞膜内外でイオンを流す機構は共通であるため、構造が
単純であるチャネル毒を調べれば、イオンチャネル全体の性質の理解へつなげることが
できる。
チャネル毒であるポリセオナミドBチャネル(polytheOnamide B;PTB)は、海綿から拍
出された水素イオンチャネルである。水素イオンは他のイオンにはない様々な特性があ
る。そもそも細胞の内外にある水は分子レベルで見ると水分子同士がつながつてお り(水
素結合)、 網 目状になっている。水素イオン以外のイオンが水の中を流れる時は、水分子
の網 目を押 しのけながら流れるため大きな抵抗が発生する。 ところが水素イオンは水分
子にくつついている (ヒドロニウムイオンと呼ぶ)ので、水分子同士の網 目自体が通路
となり自由自在に流れることができる。抵抗なく網 目を流れることができるため、他の
イオンに比べ流れが非常に速い (グロッタス機構)。 一方、pTBは他のチャネル蛋白質
が持つ細孔と同じように、水やイオンが一列で通れるだけの大 さ (直径4A)の細孔で
できてお り、チャネル細孔内の水分子は、二次元の網 目ではなく一本の鎖のように並
んでいる。そのためpTBを用いれば一本鎖の水分子の列の中をどのように水素イオン
が流れるかを知ることができる。
【方法】
pTBチャネルは98%精製物を用いた。 2つのコンパー トメントを分ける隔壁にあけ
た直径 100 umの穴に、膜リン脂質を調整したものを吹つけ、脂質平面膜を張る。コン
パー トメントの一方にpTBを加えると自発的に膜に挿入される (月旨質平面膜法)。 チャ
ネル1分子だけが平面膜に挿入されるような条件を選び、水素イオン電流を測定した
(単一チャネル電流記録)。 この方法により、細胞膜に存在する様々なタンパク質の影
響を排除し、膜脂質とチャネルとの相互作用を解析することができるのみならず、集
団では見えてこなかつたチャネルの性質を詳細に解析することが可能である。両コン
パー トメントの溶液に高濃度の緩衝斉J(dichrO10acctate)を加えることにより、溶液か
ら細孔入口に水素イオン流が集束することで発生する集束抵抗を低減させることがで
きる。
【結果及び考察】           ′
pTBチャネルの単一チャネル電流を広い膜電位・水素イオン濃度範囲で測定し、細孔
内に一列に並ぶ水分子上を水素イオンが流れることを明らかにした。水素イオンの流れ
は上方から他方への流れ とその反対の流れでその速 さが異なることを発見 した。これ
を整流性 と呼ぶ。グロッタス機構が発見されて以来、向きによつて流れる速 さが異な
ることは誰も想像 したことがなく、世界で初めての発見であつた。この整流性が細孔の
内部にある一本鎖の水分子で起こつていることを明らかにした。すなわち水分子一本鎖
を流れる水素イオンに整流性があることを証明したのである。この結果をイオン透過モ
デルで解析することにより、チャネルの中に並んでいる約 10個の水分子が、水素イオ
ン透過過程の中で反転す る過程が整流性を引き起こす原因であることを明らかにし
た。 さらに水分子が反転する過程で向きによつて安定性が異なることによる分子機構
を提案 した。
【結論】
チャネル内の一本鎖の水分子の列の中をどのように水素イオンが流れるかpTBを用
い検討した。その結果、水素イオンの流れる向きによつて速さが異なることを我々は発
見した。この発見により、あらゆる水素イオンチャネルの機能への理解が深まり、水素
イオンチャネルをターゲットとしたチャネル病の原因やそれに姑する薬物の開発に応
用できる可能性が見えた。
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